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論 文 内 容 要 旨
序論
真菌の細胞壁は、 β一グルカン、マンナン、キチ ンといった多糖を主要構成成
分としている。 これ らの生体高分子 によ り真菌は細胞を保護 し形態 を規定するほ
か、壁 に存在するタンパク質 と共同して細胞外界か らの刺激や情報 を最初に受け
取 り細胞内に選択的に伝達する役割を担っている。真核生物でありながら単純な
形態を有 し多 くの研究のモデル生物 となっている出芽酵母5αC凶伽0〃zyc85
6θrθv観αθにおいて、細胞壁研究 もその例外ではない。キチンは酵母の細胞壁構成
多糖のうち重量比がわずか1%程 であるにも関わ らず、その欠失が致死となるこ
とか ら、酵母が生育する際の最 も重要な成分の一つであると考えられている。キ
チン含量は真菌でもその種 によって異な り、糸状菌では十数から三十数%の キチ
ンを含むといわれている。キチンは直鎖状の分子であり、互いに集合 して水に不
溶性の繊維 となる。 このため、細胞壁の強度の維持に重要であり糸状菌特有の細
胞形態を支えていると考えられる。酵母 と同じ真菌で も糸状菌は、その培養 ・環
境条件によって様々な細胞の分化が伴う多細胞生物であり、細胞壁合成を含む形
態形成において酵母のような単細胞生物 とは多 くの相違点があると予想できる。
キチンはUDP、N一アセチルグルコサミン(UDP-GlcNAc)からキチン合成酵素に
よって作 られる。全ゲ ノムが明 らかになっている出芽酵母には3つ のキチン合成
酵素遺伝子(CHSI,CHS2,CHS3)が存在 し、それぞれの遺伝子産物(Chslp、
Chs2p、Chs3p)が異なる役割 を有 していることが多 くの研究から明らかになって
いる(Table1)。糸状菌においても近年様々な種か らキチン合成酵素遺伝子の単
離が行われ、それ らは真菌の遺伝子群として現在、推定アミノ酸配列の相同性を
元に5つ のクラスに分類されている。クラス1、II、II【は前駆体 として発現 しプ
ロテアーゼにより活性化するタイプの酵素と考 えられてお り、クラスm、vに 相
当する酵素は酵母には存在 しない。糸状菌におけるキチン合成酵素については、
遺伝子破壊株の取得な どによる表現型の観察が研究の中心であり、個々のタンパ
ク質の生理的な役割 ・性質にまで言及 した報告はまだ少ない。
現在、糸状菌Aゆ8r8'〃κ50ワZαθでは1》印ro叩orαcrα∬α、細ρθ78'伽∫π∫4〃Z伽5に
続いてゲノムプロジェク トが進行 してお り、まもなく全ゲノム配列が公開される
予定である。それに先だってExpressedSequence重ag(EST)データベースが整備さ
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れるなど遺伝子面からのアプローチが容易になりつつある。そこで本研究ではま
ずAo那 α8から複数のキチン合成酵素遺伝子の単離を行った。それらを用いて糸
状菌由来のキチン合成酵素における酵素学的 ・細胞生物学的知見を得るための研
究を行った。さらに糸状菌特有の新規なクラスに属すると考えられる遺伝子の単
離に成功し、∫η詔co解析を元に新たなクラスを提唱した。
第1章 糸状菌 細ρ8ぞg伽50η即θか らの3種 のキチ ン合成酵 素遺伝子 のク
ローニ ング
従来行われてきた遺伝子クローニングは、アミノ酸配列か らのアプローチや異
種間の相 同性を利用 して実験を進めることで行われてきた。 目的の一次配列を明
らかにす るまでに多大な時間と労力を必要 としたが、近年、遺伝子情報の蓄積 に
より速やかにクローニングを行う方法が可能にな りつつある。その代表例がEST
情報をもとにしたクローニングである。EST情報は確実に発現 している遺伝子 を
捉え られるほか、情報の蓄積 はそのまま発現量比を反映するなど、従来の方法に
はない利点を有 している。つまりESTの元 となるmRNAの 取得時期を検討すれ
ば、時期特異的な発現産物 を速やかにスクリーニングすることも可能である。
これまで糸状菌ではAΨ8r8'伽5ル履8伽 ∫において保存領域か らのPCRク ロー
ニ ングによ り7つ のキチ ン合成酵素が見つかっているなど、そのホモログの数は
いまだ未知数である。本研究ではBlastネッ トワークサー ビスを用いてA.oηzα8
のEST情報か ら13本 のキチ ン合成酵素ホモ ログEST断片を得た(Table2)。
その うち9本 が小麦ふすまを用いた固相培養での発現遺伝子であ り、すべてクラ
ス1ま たはIHに属す ると考 えられた。残 りの4本 は液体培養 において発現 しその
うち3本 がクラスVの ホモログであった。
得 られたEST情報 をもとに3本 の遺伝子の全cDNA塩基配列を5LRACE、
inversePCR等を用いて決定 した。c加Cは全長2760bpのORFによ りコー ドされ
た推定分子量100.5kDaの膜タンパク質であると考えられる。キチン合成酵素に
見いだされる2つ の保存領域con1、con2がC末端領域に存在 し、それを挟むよう
に4～5カ 所の推定膜貫通領域が位置 していた(Fig.1)。c鰯は全長2678bpの
ORFから成 り、推定分子量100.7kDaの膜タンパク質であり、保存領域 ・推定膜
貫通領域はc加Cと よく似た位置関係であった(Fig.1)。c加Zは全長5280bpの
一335一
ORFから成 り推定分子量195.4kDaという非常に大きな膜タンパク質であること
が明 らかになった(Fig.2)。このC末 端領域には保存領域のcon1、con2領域が
見いだされた。また、推定膜貫通領域の位置や数は比較的クラスVの ものとよく
似ていた。
これまでキチン合成酵素の分類に用いられてきた領域における推定アミノ酸配
列の比較解析により、ch5cとch訊はそれぞれクラス1、IIIに分類された(Fig.
3)。A.o那αθか らは既にクラスmに 属す るキチ ン合成酵素遺伝子c加Bが 単離
されてお り、EST情報のクラスIHに分類 されたクローンのうち3つ はこの6加B
のものであった。これはクラスInの酵素が2種 単離されているA.ル〃囎伽5の 酵
素 とそれぞれが非常に類似 しているものであった。c加Zは当初クラスVの ホモ
ログとして見っかったが、全塩基配列を決定 し一次構造 の解析を行ったところ、
既知のクラスには属さないことが考え られた。 これにっいては第4章 にて後述す
る。
また全長を明 らかにしたc加C、o乃誘、c加Zに加え、クラスVに 属するキチン
合成酵素遺伝子ch5yの一部塩基配列を決定 した(Fig.4)。また、 これ ら4っ の
酵素に存在する保存領域をプローブに用いてサザ ンハイブリダイゼー ションを行
い、ゲノムDNAに コー ドされていることを確認 し、また各遺伝子問における類
似性を検討 した(Fig.5)。その結果、すべの遺伝子がワンコピーでゲノム上に存
在することがわかった。またch誘とc加C間、c加yとc加Z間のみにそれぞれク
ロスハイブリダイゼーション由来のバン ドが確認できたことか ら、保存領域にお
いてもクラス間で相同性に違いがあることが示された。
c励 、ch3B、c加C、c加y、c加Zそれぞれの発現様式をDNAマ イクロアレイに
よ り検討 した(Fig.6)。培養i条件は富栄養i液体培養 と小麦ふすまを用いた固相培
養 として生育 した菌体か らmRNAを取得 した。糸状菌は液体中では旺盛 に先端
が成長 し、分化には至 らない。分化 を伴う胞子形成 ・気中菌糸形成は固相培養等
の空気中でのみ起 こることが知 られている。c加且、c加B、c加Cは比較的緑のシグ
ナルを示 したことか らより固相培養において多 く発現 し、c履㌃c加Zは赤味の強
いシグナルを与えたことより液体培養で盛んに発現 していることが示 された。そ
れぞれの遺伝子が偏った発現をしていることは、ESTの発現頻度情報 とも一致す
る結果であった。 このことか ら、糸状菌の形態形成において各遺伝子が、それぞ
れ異なる役割を有することが示唆された。
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第2章 クラス1に属するキチン合成酵素の発現解析
タンパ ク質に注 目したキチン合成酵素の研究は、 これまで出芽酵母を中心に進
められてきた。酵母におけるキチン合成の仕組みや活性化機構の解明は現在もキ
チ ン合成酵素研究の中心 といえる。1986年にCH31遺伝子が初めて同定 されて以
来、分子生物学的手法を用いて糸状菌においても多 くのキチン合成酵素遺伝子が
同定されてきている。 しか しなが ら、その生理的役割まで言及 した研究は非常に
少なく糸状菌におけるキチン合成は未だ未知の領域 といえる。本研究ではまず、
クラス1に 属する酵素の過剰発現により酵素の性質 を検討 した。
まず得 られたc加Cの 推定アミノ酸配列を、同じクラスに属するキチン合成酵
素 と比較 した(Fig.7)。その結果N末 端側 に比較的低い相同性を示す領域が存
在する以外は、全長にわたってよく似ていることがわかった。さらに推定アミノ
酸配列の2次 構造 をハイ ドロパシープロッ トによって:解析 した(Fig.8)。N末
端側は比較的親水性 に富み、膜貫通領域を含む疎水性領域がC末 端側に集中 して
いた。
この酵素を出芽酵母 と麹菌においてそれぞれ過剰発現させ、膜画分を調製 し活
性測定 を行 った(Fig.9)。その結果、酵母においてはインサー トの入っていない
プラスミ ドによる形質転換株のものと比較 して単位質量あた り25倍 以上の活性
を示 し、 トリプシン処理によってその活性はさらに約3倍 ほど、上昇した。麹菌
において も 同様 に過剰発現由来ChsCの活性が確認されたが、 トリプシンによる
活性化に有意な差は見 られなかった。 これ らの結果 はChsCが単独で活性を有す.
るキチン合成酵素であることを示す と共に、麹菌で発現させたChsCよりも酵母
において発現 したものの方がより不活性な前駆体 として発現 しているを示唆して
いる。
宿主を酵母とした膜画分 を用いてChsCの1(m値を算出した。全活性か らも予
想されるように、 トリプシンによる活性化 を経た方が値は小さく、基質と酵素の
親和性が3次 構造 の変化によ り増加 していることが示唆された。
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第3章 クラス111に属するキチ ン合成酵素の局在解析
ChsAはクラスIHに属 し酵母には存在 しないタイプの酵素であるため、糸状菌
特有の菌糸成長や分化た関わっていると考えられている。8cεr8v'廊εでは出芽時
に母細胞 と娘細胞 を隔てる隔壁へのキチン合 成酵素の局在や、キチン合成酵素の
運搬に特異的なオルガネラ(キ トソーム)の 存在などが明らかにされている。 し
かしなが ら糸状菌において任意のキチン合成酵素の局在 を明確に提示 した報告は
未だなされていない。本研究ではChsA-GFP融合 タンパク質をA.oワzαεにおいて
発現させ、その局在部位 を調べた。
まず得 られたC加且の推定アミノ酸配列をクラスII【に属する酵素とアライメン
トを行 い、その類似性を検討 した(Fig.10)。全長にわたって高い相同惇を示 し
たが、N末 端側に比較的相同性の低い領域が存在 した。また推定アミノ酸配列の
2次構造予測 を行 った結果(Fig.11)、.親水性に富む領域がN末 端側、推定膜貫
通領域を含む疎水性に富む領域がC末 端側に偏って見いだされるなど、クラス1
に属するキチ ン合成酵素と非常によく似た構造が予測された。
ChsA-GFP融合タンパク質の観察を共焦点 レーザー顕微鏡を用いて行った。軟
寒天内部の菌糸においては、融合タンパク質の明瞭なオルガネラへの局在が観察
され、このオルガネラが膜に融合 している様な挙動が見 られた(Fig.12)。これ
は酵母で知 られているキ トソームの存在が、糸状菌においても初めて示唆された
ものと考えられる。キ トソームは酵母で発見されている細胞質中の小胞であり、
細胞膜上以外に不活性型のキチ ン合成酵素の局在するオルガネ ラである。さらに
培地が空気に曝されているような場所で生育した菌体では、融合タンパク質の隔
壁への局在 も示唆された(Fig.13)。菌糸成長の場である先端では このような局
在は見 られなかった(Fig.12H)。キ ト'ソー ム と考 え られ るオル ガネ ラも分岐構
造の多い部位で多 く観察されたことか ら、ChsAは細胞壁の成長 というよりはむ
しろ細胞間の隔壁形成や分岐構造形成に関わる可能性が考えられる。
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第4章 クラスVIに属するキチン合成酵素の提唱
現在 までに報告されているキチン合成酵素は5つ のクラスに分類され、本研究
ではそのうちクラス1、III、Vに相 当する遺伝子ch3C、c加且、ch∫yがA.oワzαθに
も存在することを示 した。しか しなが らc加Zにっいては相同検索を行って も、
高い相同性 を示すものはPorαcocd4'o'463わ7α3'Z'θη5'5のChs4のみであった(Table
3)。この遺伝子にはC末 端側にキチン合成酵素の保存領域が存在 し、クラスIV
に属す る酵素 とも比較的似た2次 構造が示 された(Fig.14)。N末端側にはクラ
スVの 酵素と同様にミオシンのモーター様 ドメイ ンが見 いだされた。 しか しなが
ら、N末 領域 における相同性はモーター様 ドメインを有するAπ∫伽1απ∫のCsmA
とも20%以 下 という低い値 を示 した。その他、既知のクラスVの 酵素 とは高く
て も30%前 後(全 長)の 相同性 を示すのみであったため、c加Zの分類を'η.
3耽0解析によ り検討 した。その結果、系統樹によりさらに こ15'吻80〃Zの廊 の
chs6を含んだ新たな枝が示された(Fig.15)。これを本研究ではクラスvIと し
キチン合成酵素の新たなクラス として提案す る。
さらにクラスVと は別個の機能を探るために、c加Z、c加Yの保存領域 をそれぞ
れプローブにノーザ ンプロッティングを行った(Fig.16)。培養条件は液体培養
と固相培養 とし、異なる分化細胞 における発現量の違いを検討 した。その結果、
c加Zは前述のDNAマ イクロアレイの結果を支持 し、液体培養でよ り旺盛に発現
していることが明 らか となった。クラスVに 属するc加rの発現量は明らかに ・
c加Zのそれよりも少なく、'ηv'voにおいて異なった発現様式であることが示 され
た。
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総合考察
A.o型zαθのESTデータベースを用いたクローニング法により3種 のキチ ン合
成酵素遺伝子配列 と1種 の一部cDNA塩基配列 を決定 した。真菌の形態形成にお
いてキチン合成酵素の役割は、最 も注 目される分野の一つであり、多 くのキチン
合成酵素遺伝子の報告が現在でもなされている。二形成を有するP加co〃2yc85
わ嫌8漉 θ伽〃∫では10個 の独立 したキチン合成酵素の存在が報告されているな
ど、キチン合成に関与する酵素の多様性は非常に興味深い。このように多種のア
イソザイムが存在する場合には、迅速に複数の遺伝子を決定することが切望され
る。従来の網羅的クローニング法であるPCRク ローニングでは比較的短い断片
を取得することが予想されるため、それに続 くべきタンパク質からのアプローチ
には時間を要する。その点 においてもEST情報によるクローニングには大きな利
点があるといえる。さらにEST情報の有する重要性に発現様式の検討があげられ
る。本研究でもESTの発現頻度情報がDNAマ イクロアレイ、ノーザ ンプロッテ
ィングの結果 を反映 していることが示すように、発現条件の推定をクローニ ング
と同時に行え得る。これにより時期特異的な発現産物のクローニングがより容易
とな り、cDNAライブラリー等を用いたスクリーニングを行 う際も、絶好の資料
となる。
糸状菌を研究材料 とした際には、その多様な生活環に対応するかのようなアイ
ソザイムの多さが研究の複雑 さをより増長させる上に、分子生物学的手法の困難
さまでもが伴う。キチ ン合成酵素の様な膜タンパ ク質に至っては、その酵素学的
・細胞学的研究が真菌のモデル生物である酵母で留まる傾向があることは必然 と
いえるであろう。しかしなが ら、糸状菌の複雑な形態形成を解き明かすにはま
ず、細胞壁合成に関与するタンパク質群 を材料 とした、分子 レベルでの研究が必
須であることは間違いない。
本研究ではクラス1に 属する糸状菌由来のChsCが、酵母で発現させた際には 畠
トリプシン処理によって非常に高い活性を有することを示 した。 これに対 し本来
の発現宿主である麹菌においては、それ程有意な差が見 られなかった ことは、麹
菌におけるキチ ン合成酵素の活性制御 システムに関 して興味深い結果 を与えた と
いえる。糸状菌のキチン合成酵素に関しては、大部分の酵素が遺伝子か らの推定
アミノ酸配列によってタンパク質の性質 を推定す るに留まっている。実際にキチ
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ン合成能を確認 し、キチン合成酵素を分子 レベルで扱った意義ある結果 と考えら
れる。
また、GFP融合 タンパク質を用いて任意のキチン合成酵素の局在を糸状菌 にお
いては初めて明確に提示 した。 これまでの多 くの研究がそうであるように、キチ
ン合成酵素において もモデル生物である糸状菌A.π蜘 伽5で の研究が比較的進ん
でいる。研究の中心 として多 くのキチン合成酵素破壊株が取得されているが、そ
のどの表現型か らも隔壁形成に異常をきた したものはまだ取 られていない。 しか
しながら第1章 でも述べたようにAoワzα6には2種 類のクラスIH酵素が存在 し
ている一方、A.π'伽伽3で はクラスIHに属する酵素はc加8ホモログが見つかっ
ているだけである。現在Aη'4μ1αη5におけるc加Bホモログ変異体の表現型か ら、
クラスm酵 素の菌糸先端成長への関与が推定 されている。これまでのところ、
A.η'4κ伽5に おいてはもう一つの クラスIHに属するch話ホモログは見いだされ
てお らず、隔壁形成に直接携わるキチン合成酵素 も同定されていない。 このこと
を踏 まえても、本酵素がキ トソームを経由して隔壁形成 に関わっている可能性 を
示唆する観察結果は非常に興味深いものである。
5つのクラスに加えて新たにクラスVIを提案 した ことは、糸状菌におけるさ
らなるキチン合成酵素の多様性を明確 にした。発現条件 における本研究結果 を裏
付ける報告では、二形性を有するP,加α5∫漉η∫∫5において菌糸成長条件下で特異的
にクラスVIホ モログであるChs4が発現 している。このことか らも菌糸成長に重
要なクラズ としての詳細な解析が望まれる。これまでクラスVに 属する酵素は他
のクラスの酵素よりも分子量において比較的大きなものが多 く、二次構造等 も非
常 に独特な酵素 として別個のクラスを形成 した。以降、いくつかのキチ ン合成酵
素遺伝子がクラスVと して報告されてきたが、その数が増えるにつれクラスの中
に一見ホモログと捉えうる酵素でありなが ら、全長を明 らかにした上での綿密な
解析の故に、新たなクラスを形成する酵素が見つかることは、クラス1、II、III
の類似性を考慮 して も当然 ともいえることである。他の様々な酵素においても、
さらなるアイソザイムの発見により分類は柔軟にかつ、的確にその輪郭を広げて
い くと考え られるが、現在のゲノム情報の発展を見据えれば、糸状菌における全
キチン合成酵素の確定もそ う遠 くはないであろう。 ・
一341一
要約
1)ESTデー タベース を用 いてA.oワzα8から3種 のキチン合成酵素をクロー
ニングし、加えて1種 のcDNA部分配列を明 らかにした。
2)酵 母及び麹菌を発現宿主 としてAoワzαθ・由来のキチ ン合成酵素を発現させ、
その活性を測定 し'ηv∫∫r∂における酵素的性質を明らかにした。
3)GFP融合タンパク質を用いて糸状菌において初めてキチン合成酵素の局在
部位を観察 し、糸状菌におけるキ トソーム様のオルガネラの存在を示 した。
4)真 菌のキチン合成酵素において新たなサブクラス となるクラスVIを提唱し
た。
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TablelClassificationoffungalchitinsynthases
zymogentype
Classification classIclassIIclassIIIclassIVclassV
Saccharomycescerevisiae
Candidaalbicans
A膨 ㎎'〃μM∫ ぬ1αη3
A司ワθη9認Zz4∫プ諺η寵α∫z4∫c乃 虚D
ハセ麗70司POηZO㎎33α
CHSI
CHS2
c加C
c加A
c加.3
C那2
c那1
c煽4
c加β
c加一2
?
?
?
?
?
?
?
CHS3
C照3
chsD
c乃5F
c乃∫一4
c5徽4
c加E
Table2ChitinsynthasehomologueinA.oryzaeESTdatabase
Classification1 II III IV V
liquidculture ANO851 囮
AC8276
1acgoizI
solidcultureJZ36-50
JZ49-38
JZ10-47
JZOS-17
JZOS-53
JZO9-50
JZ40-OS
JZ40-83
JZ57-25
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chsC ???????
?
?
?
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?
?
?
?
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CACCTITfATCTTGTCAACCGCCTAICACITCCTCTGAAACRTPCGCCGAGAATfCGACCTGGGAACCATTAAAAGTGAATTGAGAGCATfCCACCCGCG
CTCCTGGCGCAATCTCTCTCCGCAACTTCCCTGTTCGAGGAATCCGCGCCGATfGGAACGAT1'(+TTAACCCGAAACACGATCGTCCAACATGTCGTACAA
MSYN
TCGCCTGGGAGAGTCTTATGGGGAGGACGACCATAGTCACTCTCCCATGATGAACCCCCACCAAACGAACAATCGGTCTCCGTCACCGGGTCGGCCATTG
RLGESYGEDDHSHSPMMNPH4TNNRSPSPGRPL
ハハTGCCTハCCA㏄TC鵬AO瓦TGTTTで冊 《COGGCCハCAGGハGCGCCTTCATAT6CCTTCGAGTGAmA(ypGGCC(;孔GCA《CCAACG燃TTC乱(劉配∋GAG
NAYQLSDVSYGPQERLHMPSSDLLAEQPTYSVER
GATfGCCTAACTCTTACGGTCATAACGAAGCCTACGAACAGCACCACCAGCAGTCTTACCCCGGATACGAGTATGCAGTGGATCCCGAGGCACATCACGA
LPNSYGHNEAYE4HHQQSYPGYEYAVDPEAHHD
CGCCTAT13」しTACTCAハCC冊ACCA孔CC冊CAGTζ=ACGCCACATGムTGA㎜T6轟(町AGGACハATACCCCGハACACCA㏄孔 A C真 T TTATハGCGAT
A『YY冊QPYΩPTVワPHDDYDLOΩYPEHOHQHSYSD
O瓦TCGCATTCCCATGCTAC舳CハGGACAハTCCATTCαG瓦CCCGATCCCT轟C瓦GCOハTGAATみ¢eAAGTGG真瓦GAGCAGGCGG瓦CGGCCACACCCCTAGCC
DRIPMLQQDNPFGPDPYSDEYQVEEGADGHTPSP
CGGCACCCATCCGACGGTGGAAAACGGTCAAAGAAGTGCAATTATTCAATGGTAATCTTGTTCTAGATTGCCCGATCGCACCCAAACTTCTTAACCAGGT
APIRRNKTVKEVQLFNGNLVLDCPIAPKLLNQV
TCCTCATGCTGAGCCTCCGGGCCG7C3ACGAGTTCACACATATGCGTTATTCCGCCGCAACATGCGAOOOCAACGACTfC2TfGAGGAGCGCTTCACATTG
P'HAEPPGRDEFTHMRYSAAT-CDPNDFFEERFTL
C㏄CAG融 ㎜ 一CCC㎝ ハTムCCG畝一 冗 曲CGA酬TGA囎C㎜ …CGCG…A鵬G鳴
RQKLFAKPRRTELFIVVTMYNEDDFLFARTLIGV
TAITCAAGAACA7TGAACATATGIGCTCGAGGACGCATAGCAAGACCTOOOGCAAAGACGCATGGAAGAAGATCGTGGTCTGTGTAATCAGCGATGGTCG
FK闘IEH麗CSRTHSXΦ 冒GKDA賀KKIVVCV工SDGR
職 〔;㎜TC畝CCC6CGAACCCGTGCム6TG瓢CG㎜GGA6TムTACCAGGACGG舳TTGC㎜AGCAACλ瓦GT AAC㏄CAAαGACGTG瓦CハGCO
ARINPRTRAVLAALGVYQDGIAKQQVNGKDVTA
CACATCTACGAATACACCACTCAGATAGCTCTCGAGCTGAAGGGAACCCAGGTCCAAATCAAGGGACGCTCGGCAGIGCCCGTTCAGATGATTTTCTGTC
HIYEYTTQIALELRGTQVQIRGRSAVPVQMIFCL
鴉 ㈱ ㎜GMTAG鵬G膿A牒CCACCG㎝Cτ 鵬 ㎜CλG囎rGG㏄G瓦GTACTGGκCCC袖CA㎜ 丁眼C贈 四 舳煕C鴨G
KE瓢NOKKエ 四SHR"FFQJ㌧F6RVLDP闘ICVLLDAG
鮎CG一 一CA… ㎜GM-GA-CGハTG囎G螂C㎜TG…G肥A燃
TKPGKDSIYRLWKAFDVEP駈CGGACGE工KVMLS
妄AC脚G轡i粍㍗c;cc騰rC響一
CGGCAGTTTCT
GSFF
TCGCTGCGGTATATGCAATCGCCCATTTCTATCAGATCTGGAGAAGCGACCATTCCGCTATTCGGAAATTCGCGTTGCTCATCGAGTTITPCTATCAGAC
AAVYAIAHFYDIWRSDHSAIRKFALLIEFFYQT
CATCAACATGCTGTTCGCTTGGTTPGGCATTGGTAA77TCT1'CTTGGTI7TCCACATTCTCACGACATATCTCGGTCAGAAAGACCTCCTCGGCACCACC
IN温 難 舞i翻…≡≡…叢…≡…鐡i{婁憂繍 …叢…≡韓 鱒 灘 溝鷲 雛藤 麗纈 難灘 難躍織 …i顯…;……難嚢…撚YLGΩKDLLGTT
¢GT㎜ 一 ㎝ 欝 ㎜Gλ ㎝GC㎜ACC皿 ㏄ 鮎 。瓦螂 …GC鷹 一C㈱GGC一 一A鵬C羅 触GT
G%VLGVV'FEWLYLATLVTCFVLALGNRYGGSN%F
冗 一CC欄A煕 蜘C皿 冊 鵬A-A㏄A… ㏄ 一 冗ACGGTG… 狸CAGACGGAGG鵬CAGCA
華蕪蜷糞饗馨遜翼嶺睾灘;聾翠灘灘i翻聡襲i釜韓纈 蝋 巽ii壽畿薫雛 弾羅鵜 ≡雛 護灘i奪FVTVKSIQTEVQQ
GGATGGCTTTACCTTCACGGATCIGTTCACCAACTCGACGTTCTTCACGATCAT3'GTGTCCTTGGGCTCAACGTATOTCATGTGGTTTGTCGCATCGATT
DGFTFTDLFTNSTFFTI工VSLGSTYV麗WFVASヱ
αG瓦TGATG∈にGA①CT竃3ハムC㏄CCムAΨACGACACGO
DDGDLNApYDTELAKFAEKPPKEV4VISEEERp
貸cr号AΨc騨c艶G野課G恐G写c塁羅躍i灘 裂灘 縫霧妄羅 署羅蹴 霧羅 器馨羅羅羅 鶴AC霞
GTTTCGATCAGAGTGAGAAGACCAGTGAAGATTCGAACAAGCGATCCACAATCTACATCiGCGGTCGTCCTCTGGAGTGTTGCGGGATTGTCTATCTTCAA
FDQSEKTSEDSNKRSTil講i…i…i欝 ・難i≡羅 …鰹 藪鑛 …i鱗・i・、・禦獺…、繋、;、…、鞭 、講 簿礁1…雛 鱗 識 蟻糠ii懸
GTTTATCGGAGCGCTGTGGTACTTGGTfGTGCGAATGTTCCGTGGTGTTTAATTATGGTCAATGI7TCTCTATGCGAATGATGTTI'M'GGGTACCACTGC
=睾i繋ii嚢ii韓ii簾終難欝1{薯灘 鴇YLVVR凹F只 〔;V脅
AGGCCCATGTGGTACTATAAATGACGATGATGTCTCATGACGCCGAITCATGGCCAAGATACCCTCGTGGCTATATGATATTGATGAATTTTGTCTACAG
CCGAGCTTTGCATGTCACGAAAGAGGACATAATGTATGATGTAGATAAGTACGAGGACTTATTATTTAGAATCATCCAAAATGTAAACTATAGATTGGAA
GハTGハC一 ヨ031
CCTCCGCGMCCハCCGGCGGCハAGGTCCハCG
PSANLKPGGKVDVDIPp
CCG㎜GCCACCC触Ge袖GTACAGG㏄A㏄GG脇G舳G殖CGACA6
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oわs4一260CTTCCTATTAGCCTCGTCGTCTTCCCGTCCTTTCI'TCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTTCCTCACTCAACGGAACGAACGAACCGACCATACCGACGATCC
-160TTACCGGGTCCCCTACCTCTCGCTITGGTCCCTCGCTCGCCGTGTCTCATGCAGCTTCGCTTATAGGGGACGGAAAGAAACGTTCGTTCTAATTGGGGAT
-60CGGATATATACGATTTGTGTCGACTGTTGACGGTGCATTTTCGCCCACACGCCCGTCGAGATGGGACCCGTACGGCCCAACTCCACACACTCTCCTCAGC
MGPVRPNSTRSPQP
41CAAGCCGGAGCAGTTTTTACTCGCATACCAATCCCTCTCGAACTCAAACGCCCGGCTTGTCAGACCGCGATGAGCAGGAGCAATCATCGCTTCTGCGCCA
ERSSFYSHTNPgRTQTPGLSDRDEQEQSSLLRH
141TAACCATCCCAGTATCTACGGTGTI'(+AGGATCCCAGTTTGTCGTCCGATTCACTGCGACGCTATACCCTCCATGATCCCGGCGTCACCGTTTTCGCTGCG
NHPSIYGVEDPSLSSDSLRRYTLHDPOVTVFAA
241CCCCCCTACCAAGAGTCCGAAACGGCTOAAGTCTACGATGCCACGGGCATGTCGGATACCAGCGGGATTAAACTCGATACCTTCCAGCCACAGAGCATCA
PPYQESETAEVYDATGMSOTSGIKLDTFgPQSI5
341GTA八CCGATCGOGTCTGCGGCG冊AT¢GハACCCG¶P舳GATCAACCTCGTGCAGGGTTCCGTCCTGAGTGTCGACTATCCGGTGCCCAGT㏄CATTCAG孔A
NRS6LRRYGTRAINLVQGSVLSVDYPVPSAIQN
441TGCCATTCAACCAGAATATCGTGAGGCGGAGGAGGCCTTTTCGGAAGAATTTACGCATATGCGGTATACCGCGGCGACTTGTGACCCAGATGAATTCACC
AIQPEYREAEEAFSEEFTHMRYTAATCDPDEFT
591CTGCGAAACGGATACAACCTGCGCCCGGCCATTTACAACCGTCACACCGAACTGCTGATCGCTATCACTTACTACAATGAAGACAAGGTCCTGACTGCCC
LRNGYNLRPAIYNRHTELLIAITYYNEOKVLTAR
641GAACCCTGCACGGTGTGATGCAGAACGTGCGCGATATCGTCAACTTGAAAAAATCTGAATTCTGGAACAAGGGAGGTCCCGCCTGGCAGAAAATCGTCGT
TLHOVMQNVRDIVNLRASEFWNKGGPAWQRIVV
841GTGTCTCGTCTMGACGGAATCGAGCCGTGCGACAAGAACACACTGGATGTGTTGGCCACAATCGGAATTTACCAAGATGGGGTGATGAAAAAGGACGTT
CLVFDG工EPCDKNTLDVLAT工GIYΩDGV.HXXDV
941GACGGTCGGGAAACGGTTGCTCATATCTTCGAATATACCACGCAGTTGTCCGTCACCGCAAATCAACAGTTGGTTCGGCCGCAGGGCAACGACCCCTCGA
DGRETVAHIFEYTTQLSVTANQQLVRPQGNDPSN
941ATCTCCCACCCGTCCAGATGATTTTCTGCCTCAAGCAGAAGAATAGCAAGAAGATCAACTCCCATCGTTGGCTCTTCAATGCATTCAGTCGGATTCTGAA
LPPVQMIFCLKQKNSKKINSH'RWLFNAFSRILN
1041CCCGGAGGTTTGCATTCTGATTGACGCGGGAACAAAACCCGGCAAGAAATCGCTACTGGCCCTATGGGAATCTTTCTATAACGATAAAAACCTCGGTGGT
PEVCILIDAGTHPGKKSLLALWESFYNDKNLGG
114工雪CG野竃Gτ窪Aσ奮質葺AC巽cc盆TG野呂G愛eきG『騨濃G聖〔弓鵬響 餓τ3c〔莞TA野貸cc野一
1241鴨 α鉄αAλ轟ρρ儘rr甲A口Aハムα甲炉ρρTTeG儒e甲武爵α甲い直GT【;丁儒ce甲 【薯n¶矯ce帖r囎A【 薯{■こ甲Aeeα6甲ATC自「9「=eo瓦唖A叩 鴨【;儒C【三膣㏄ee甲TAGA㏄A『卿
n冒P「 一 胃qq骨 傷vvqv「 、Pf;AFRAVRVRム τM6RPL.一E.0.1
1341農翠 罫^丁窪αλ§^ご鼻^丁阜α騨 騨 騨 騨o韓^騨 學丁早脚箋AA巨鳴甲禽囎島A等卯c鐸要AA要ハ臆静壽ワ雫c騨c曼 直G曾A黙
1441虚曙G署6£騨 ム騨 等等 ご嚢船雲聯 騨 嚢^撃暑響^塁eα寺^鴨爬農ムC昊eA野α嚢鞭 甲暑^瓦阜m§瓦6等丁瓦暑m暑Aハ農響 讐。C艶
15411晶騨 騨 騨 長αA寳OA賢儒署 騰G空CC課CC賃CC3GΨ0野C貸C鵠TG轟^C野欝A農G怪饗AT餐GT壼G署G《妄ムCきG㍗
1691TGTTCGCATGTTTTTCTTGCACATCCAAATGGTTTATAACTTCTGTCAACTAATTATGACCTGGTTCTCTCTCGCCTCCTACTGGCTCACCAGTTCGGTG
VRMFFLHI4MVYNFCQLIMTWFSLASYWLTSSV
1741ATCATGGATCTY'GTCGGTACGCCCGCTACCGCTAACAAGAACAAGGGATGGCCGTTTGGAAATGATGCTTCGCCCATTGTCAATACCTTGCTCAAATATG
IMDLVGTP丑TA層K四KG切PF6NDムSPIVNTLLKYG
1841.GCTACATC鴨TG㎜AT¢CT脚mATCCTG㏄GC鵬G簡ACCGAeCGM鵬 袖 。ACGGCm。CTATACGCTCT㎜C㎝卿C煕 愛、
Y工FCLMLQFILALGNRPKGTRLPYTLsiii籍 馨葺森馨≧駆i美華嚢iiiiiiili糞iiiii嚢曇婁 §
1941.照丁鯉 照 ム囎 照9瓢 照A煕9鰻 霧 環 麗 罵9羅 卿 触CGC皿ACG6G四GCC皿 ハ雫GGAC質CGA㎜ 触CCACGαワGCGAGCGOAπC
zaai
2191
zzai
2391
PQADIDSQFEATVRRALTPWVEPEEDESTSLDDS
2441CGTACAAGAACITCCGTACGATGCTGGTGCTGCTCI'GGGTGTTCAGCAAQCTGCTTGTGTGTCTGTTGATTACCGGCACTGGTGTCAGTfCTATGTGTTT
YKNFRTMil毒iii蔭 璽藪1雛iiiiii聾1;i霞競叢駆:ii i慧躍灘 蕪葦ミ葦幾i霧籔蓬軽珪i蔭妻iii;i薫i}iiiii籍i蒙i逼蓬i曇 餐 =i;i7i簸=i:i=iニヒ歪.} 季鍾薯 燃i iGVSSHCL
2541GACGAACACCTCCACCACGAGAACCTCATGGTATTTCCGAGTCATTCTGTGGGCCACAGCCGGTCTGTCGTTCTTCCGGTTCCTTGGATCCCTGTACTTC
T四TSTTRTSWYFR難 雛iiiii簸iiiii蕪iiii婁… …li 霧…i;iii≡醗 篠 …i無i…iiii鑑iii羅灘 i ii…彗iii i罎iiiiii難i…iiiii藩ii:環難 纏 韮…i…銀 i…il≡i
2691TTGGGCAAGTCGGGTATTATGTGCTGCGTGAGCCGCCGCTGATTCAGATGCTGGGCCTGTATAGTACTGCACACCCGATGTCCTGCTGGGGATGGCGGGT
iiま驚iii;i;奪i≡i≡}K3GI潤CCVSRR曹
2791GTCATAATTGGAAAATCTTTCATGTATTAACGCATATGGAGACGGGGATTGTATATAGCCCGATGATAATAGACTCATGATGATTTTAGCGATCAAAAAA
2891AAAAAAAAAAAAAAA
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2590
2640
2740
2890
2855
Fig.lNucleotideanddeducedaminoacidsequencesofchsAandchsCfromA.oryzae
Openboxesindicatetheconservedregionamongchitinsynthases,conlandcont.Grayboxesshowthe
predictedtransmembranehelices.TheTGAandTAAtranslationalstopcodonareindicatedbyasteriskinthe
aminoacidsequencesofChsAandChsC,respectively.Thesesequencedataareavailablefrom
DDBJJEMBL/GenBankundertheaccessionnumberABO73932andABO73932aboutchsAandchsC,
respectively.
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TTCCTATTCTATCCGCCTTCCAATTGTCCGCCTCTGTTGTTGTTGTTGTTTGGATCTCTCTTGCTTGCTTTTTCCTTCGTTACGGGAGTAGTGCTTTCGAGTGTGTTTGATCTTTCTATC
TTATTTCATTTCTTTTTCTTTTGATAACCGAATCGTTTAGCCCTTCGCTTTCGCCTCATCGGTTGTAATTATAATCTCTGGGCTTTACAAACGTCGCTTTGCCCAACACTCGCTGCTCAT
ACACATTCCCGTCACTCGCTTCATAACCTGAAGAATACTACGACATCGTTTCTAACGATCACAGCTTCTGAATTTACTATTAATCACTTCCCCGCTCAGATTGTATTCGCATATCCTTCA
TTCGGCTCACGACCAAAGTGACGCTAGGACCGTGTGCGCATACCTGGATCCTTCACCTAGGGGTGAAGTCAGAACTGAAAACAGGAAGGCTGTAGTTTCATGCTCTGAACGTATAAGATT
CGGTTCGTCGTTCGTTCCATCGCTTGGTTGACGTTCATTACGAGAGCACATCGGTGATAGACCGCCGATTAACCTCGGGGTTACACAACCATGTCAAATCGTTATTCAGTTTACTCCAGCMSNR
YSVYSS
CATTCGGCTGCTTTCTCCACCGGTGGCCGAGCGCCCCAGGCAGGTGGGCAGGTGTCAACGACGACGTTGCTGAATGCGTTGCATGCGCACTATACGACGGGACAACCCTACCAACTCGAC
HSAAFSTGGRAPQAGGQVSTTTLLNALHAHYTTGQPyQLO
GCGGGAACCAGTCTAGTCGTTAATACATTGCTTACTGCAACACAATCGTCCCCAGAAGGCCATACCGGGCCTACAATAGATCACGAACTAGCAGTCCGAGCCTGGGAACATGCAAGGAGA
AGTSLVdNTLLTATQSSPEGHTGPTIDHELAVRAWEHARR
AGAGCAGAGGACGGTTGTATTGTI'CTATGTTCTGCCCACCACTCAGCACCATCCATTTfAGAGCCATI'CTTAGCAGCACTACCTTTGTCCACTCCCAGTATCGCCTTCACAGCGTTGGCC
RAEDGCIVLCSAHHSAPSILEPFLAALPLSTPSIAFTALA
GCTCTCCGTCCCTTTTTGACGGCTGTAACCACCTTCAACCCTTCATACTCGCTCTATTCCGCGCTTTCAGCATGCTATAACTTGACCCTCAAGGGCGACATCACCGGGCTATCTCTAGCA
ALRPFLTAVTTFNPSYSLYSALSACYNLTLNGDITGLSLA
CTTTCGACATCAGGGATCAATOTCCGCAAAGGATTCCTCGACATTCCTTCTGAGCCGGGGTATCGTGCCTI'CGATGTGTTCTATTATCTCTTAACGTCTGCATCGACACCAGCTGAGCGG
LSTSGINVRRGFLDIPSEPGYAAFDVFYYLLTSASTPAER
GAGTTTTTGGACCTGAGAGACGCCTCTTCCTACGCTTTGCTCCGCAAGTCTGGTACATATACACCCCCATCATATCTTCCTACTGCCGACGACGCTGCCGCTGCCGAAGACTTTAGATCT
EFLDLRDASSYALLRASGTYTPPSYLPTAODAAAAEDFRS
GCTCTCAAGGCCATCGGCATCAAAGGTGCATCTCAACGAGGTCTTTTGTCAGTACTTGCTGGGTTACTCAAACTTGGTAATGCGGCTGGCTTCCTAGTTGACCAGGAAGACCTGGAGGAG
AbKム エGエKGASΩRGLLSVLハGLLKL.G四AゑGFI」VDQEDLEE
GCGTGTGAAGATGTAGGTGGTTTACTGGGCATAGATCCCGAAGTTCTTCTACACAAGTGCTCCACCGACGACAGAGAGGTGTTGATTTCTGGAATCTACGAGGCTCTGGTTGATTGGGTG
ACEDVGGLLGIDPEVLLHRCSTODREVLISGIYEALVDWV
ATCGGAAAAGCCAATGAAGCCATAGCGAGCCAGCTTCAGGCGAGCTTGGATGATAGCAGTCGTGGTTCTGGACAGGCAGCTCAGTGGACCGACGATGACACGGTGAGCATCACCGTGGTT
GRANEAIASQLQASLDDSSRGSGQAAQWTDDDTVSITVV
GACCTCCCTAGGCCTGCGCTGGGAAAAGCTGTGGCGATGAGAGGGATATTCGACGATACCCTCGGTATCAACGCTGAAATGAAAGATGACGGGGTCGTCGTTCCTCCAGCTGGCCCAGCC
DLPRPALGKAVAMRGIFDDTLGINAEMKDDGVVVPPAGPA
GTCCTGAATGATATGACTGCAGCGATTGCCCAGG7"1GAAGTCGATCTGGGAATAACCACTOOOCCTACGTGGCGCGAACGAGAGTATGAACTTGACAAAAAACACGAAGTCCTGGAGAAA
VLNDMTAAIAQVEVDLGITTGPTWREREYELDKKREVLE_K
G囎GGGC㎜G畝。皿GハA鵬 。ACTCG皿 冊CGGCAGA㎜;㎜ACC㏄TG舳WCGAAG㈱C瓦CハC鴨G㎝ 湘AAAGGCCGλmGム冊GGCTハCCACACTAGGCAGCAGC
VG血EVEHDSFLRQLFTAEEGTLGKIくGRFDLATTLGSS
CGTGTTTGGCATCATATTTCCATTCATCCCACCGATGACTTACCTGAGAATCTGAGCCCTGGTGTGCCGACTGCGGCTTGGTCTGCAGGCGCCGTTTCCCGTCAACTACGGGAATGGCGA
RVWHHISIHPTDDLPENLSPGVPTAAWSAGAVSRQLREWR
CTCGCGGAGTGGGCAAATCGTCGCCTTAAACAGATCGACTTCACAGCCGACTTTGACATAGAAGAATTCATCGGTAGATACTTCCGACTTGGTTGCGGGGAAGGAAAAGACGGTGTTGAG
LAEWANR'RLRQIDFTADFDIEEFIGRYFRLGCOEGEDGVE
AACTGGTTAGTTGAAAGGGGGTGGATCAACGGCGATGCCGTGGTTGGCCATCAGCGAATCTGGGTGAGAGAAAATGCGTGGTGGGAAGCAGAGACAATGCTCGATTTGAAGCCTGAAGAG
NWLVERGWINGDAVVGHQRIWVRENAWWEAHTHLDLKP6
CCACCAGCAGCAAGCCCTTTCATGTATGGAGGTGGCATGCTTGATCCTGGCGTTCCGCATTACGCAGTGCCTCCCATCGCAGAATCTACGAGCCTTCTAGGGAGCCGGOATAATCTTCTC
PPAASPFMYGGGMLDPGVPHYAVPPIAESTSLLGSRDNLL
AACAGACAAAGT飛CACTGGTTCCCAGTG蟷CTGGT〔;GTGCCMGTCGATCGCGC〔:CAGC6(=TCCαCλTACCTTGCACAC6〔ヨG GGTG TTAC6GC冊瓦 G ㎜GGGAGAT6AT㎜
NRQSTLVPSVAGGAASIAPSAPHTLHTGGDYGLGTRGDDK'
AAGTATGACAGCCACCCCTACTACGATGACGAGGGCCGCTACTTAGGCGAGCTTGACCCCGAGTATGCCGACCCCAAGCATATTGAGAAAAAGGAGATTACTCTCGGTCGACGTATATGG
KYDSHPYYDDEGRYLGELOPEYAOPKHIEKKEITLGRRI
暴CTgGC撰TC罪『郵C罫『蟹響r器GG塗㎜暴C螺CG婁「零㏄呈鷲6ε蟹『鐸TO器GC實GG盆TG艶G農G写CT言み丁癖鴨霞GA轟TG賃CG嵜3G養GA窪櫻G9『睾寒呈『讐讐野 £TC
、蝿 撃 罫 響 丁押 ¢響C羅 丁奎讐塁'C貸CC野㍗crG鰹G写CA学C食AG言λC鷲rGG酔C窪AG嚢為A窪A胃TC§G写^C妄^Tさ袖3GG響鷺AC
TTTTACGTCAGTATTCACGGCAAAGTCTACGACATCAGTAAGTTCTGGAAGATTCAACACAGTGATACAAGCATIGAGACGACCACATCGAACATGGAGCCTTTCATGGGTGAAAACCTT
FYVSH〔;KVYDSKF栂KΩHDT3・ETTTSN麗EPF麗GE闘L
含・C貫r・牌CT;・写CG冊C環GA霧㏄ぎGTまGT呂AC珊TG念CC3A騨G野丁^㏄亭C^9四食G㍗C畿C言AC拳C㍗C賃CG尋丁¢凹A罧C悟AT賃CC磐妄AC塗G塁GT
GGCCCTCTCCAGCAAACGGACCCGAACACAGCACTGCACAAGATCACCTGGTACGAAGATGTCTTTCTGCCAAAGATTGACGAGTACTATAAGGGGTCCCTTGTATGGAAGCGGAGTGAG
GPLQQTDPNTALNKITWYEDVFLPKIDEYYKGSLV_WK_RSE
GTGTCAAAACAAGCAGACAGCAGCTCCCGGTACTGGGTCATCAAGGATGAAAGCATTTATGATTTGACAGACTACTTCTATACCCTCAAGCAGATGAACAACATAGACAGTTACAATTTC
VSXQADSSSRYWVIXDESIYDLTDYFYTLXQMNNIDSYN
CTACCAA6CAOCATCACGGAACT照AAAA《CTATCCAGGCACTGACGTGACAGACAAATGGCCAAACAGT〔;AAAATGCCACCA舳㏄ CムA C TGT TCGATTACGTGTTCTnTAハハ
LPSSIT｣LPXNYPGTDVTDXWPNS｣NATKAQTCLDYVFY_K
呂GC鷲・C呂甲 簑GT3^TきGT實CG養GAぎGC貫AG与TC計丁鷺^豊 ㎜鰹 翼C興 G胃Cム 讐 …丁雲CA婁TC妻野 昇TC響C£Tr貸CT賃CTETC貫甲 きG^
TCCAAACGTCGACCTGCCCCGCAGGACAAGTTCGTCATCTGCTTGGTGCCAGCGTACACTGAGGGCGAGGATTCATTGCGAAAAGGGCTTGATTCATTGACAGCTCTTCAGTATGATAAC
SKRRPAPQDKFVICLVPAYTEGEDSLRKGLDSLTALQYDN
AAGAGGAAACTCATTTATGTCATCTGCGACGGTATGATTGTCGGTGGCGGTAATGACCGCCCAACGCCTAAGATTGTTCTGGACATTCTGGGAGTGGATCCCAAAATTGACCCTCCTGCAPA
KRKLIYVICDGMIVGGGNDRPTPKIVLDILGVDYKID
TTACCGTTCAAGTCAATCGGACAAGGTAGTGATCAGCTCAACTACGGAAAGGTCTACTCCGGACTTTATGAATACGAAGGCAATGTTGTGCCCTACATCGTTGTCGTGAAGGTCGGCAAAvcx
LPFKSIGQGSDQLNYGKVYSGLYEYEGNVVPYIVVVK
GAGTCAGAGCAGAGCAAGTCCAAGCCTGGAAACAGGGGTAAGCGTGACTCTCAGATTCAAATTATGAACTTCCTCAATCGTGTACATCATCGCGCCCCAATGTCGCCTCTTGAGCTGGAG
ESEQSKSKPGNRGKRDSQIQIMNFLNRVHHRAPMSPLELE
A㎜CCACCAGA㏄袖CMTGT¢A町¢G鴉鵬ACCC鵬AGCTCT翻 ムC鷹C四 瓢6G鵬CGGATAC酷G鴉TCCGAGAAGA㎜CAC駝服 ㏄CTGG皿9CTGCCTGT
FHQINNVIGVDPELYEYCLMVDADTSVREDSLNRLVAAC
GCTAATGACGCTCGTATTGCCGGTATCTGTGGTGAGACAAGTTTGCAAAATGAGGAACGAAGCTGGTG
A四DARA.GCGETSLQ四EERS栂 田
ACTGTCCATAACTTGGTGGAACTCGCTGCTCTGAAAGACCTCTGCGGCTTCACTGTCCATAACTTGGZGGAACPCGC'ltic'1'C1'liA
TVHNLVELAALN
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ATCATATCTATCGCCATCTTGGCTGGTGTGTACGGCCTCCAGGCGATTATCTTTATTGTGAAGCGGCAGTGGCAGCATATTGGTTGGATGATCATTTATATCTGTGCCTATCCGATCTAT
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A㎎㏄CA鵬GAGハTGGAT6ATA㎎C冊皿CCAGTA伽C狸 ¢GTC顛GCCTGCA兜CAC紬爬 質 漉CCGGA冊TCCAGGAGCAGgCCGG醜TGGT船TCC㎜ACA四CCGCCGCムGTCG
MGMEMDDMHSQYSSVRPASTILTGFPGAGRNGSPY
CCCGCCCCGTTCGGTGGAAATACCCCAGGCAACAGGCATTCGCACCTGTCCAGCTTTAGTCGGTATACCGATATGCCGCTTCAGCCAGGGCACCAGTCTCGAAACCTATCGGTGGGAAAT
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TAGAGATCTGGAATATTCAACGCCCATTCACGTCTAAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA5619
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Fig.2NucleotideanddeducedaminoacidsequencesofchsZofA.oryzae
Highlyconservedregionsofchitinsynthasesareindicatedwithopenboxes.Grayboxesshowthe
pupativesixtransmembraneregion.TheTAAtranslationalstopcodonismarkedbyanasterisk.This
cDNAsequencedatahasbeendepositedintheDDBJ/EMBL/GenBanknucleotidesequencedatebases
underaccessionNo.ABO64520.
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Alignmentofdeducedaminoacidsequencesencodingtheconservedregionamongchitinsynthasesfrom
classIandclassIII.ZymogentypeenzymeswereclassifiedwiththisregionbyBowenetal..Thesequences
werealignedaccordingtotheClustalWprogram.Boldlettersindicatethegenesisolatedinthisstudy.Ao,
卸 θア9∫1伽∫・η 膨;A恥 卸 θア8'"薦π漁 ぬ 珊;N・ ・伽7・ 平 ・・α ・鷹 ∫α;Ca,伽4蜘 α乃'・傭;A£ 卸8r8ご 伽 ∫
fumigates.Theasterisksindicateidenticalresiduesinallalignedsequences.
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Fig.4Partialnucleotideand
deducedaminoacidsequenceofchsY
fセomA.oη 膨
Openboxesindicatethehighlyconserved
regions,conlandcont.Thissequencedata
isavailablefromDDBJ/EMBL/GenBank
undertheaccessionnumberABO66447.
・
?
??
?
??
?
??
?
?
?
?
?
?
?「
?
?
?
?
?
?
?
?
??
??
?
?
??
?
『
?
?
〈
『?
?
?
?
?
?
???
?
?
????
?
?
?
?
?
?
?
撫レ 轡.
レ
1<
??
?
???
?
・・.鍵
.『}:煤
,啄
Fig.5SoHthemanaiysisofAoηzα θgenomic
DNAGenornicDNAwasdigestedwitheitherBamHI(B)
ofEcoRI($)andprobedwithchscDNAfragmentsincluding
chitinsynthaseconservedregion,respectively.Openarrows
indecatecross-hybridizationbetweenchsAandchsC.Closed
arrowsindicatecross-hybridizationbetweenchsYandc%sZ.
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Fig.6ExpressionprofilesofA.oryzaechsgenes
DNAmicroarrayswereemployedatsolidphaseculture(Cy31abeled;green)vsYPDliquid
culture(Cyslabeled;red).TotalRNAwasextractedfrommyceliaculturedinsolidphase(S)
for20and27hours,respectively.ColorbalancewascalibratedwithhistoneH4ascontrol.
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Fig.7Alignmentofdeducedaminoacidsequence
ofclassIchitinsyntheses
AlignmentofN-terminalregionsofclassIenzymesshows
non-homologousregion.Ao,Aspergillusoryzae;An,
A叩6㎎ ε〃配∫η`伽」ごzη∫;Nc,ハセμro置ρ07αcπ;∬α.
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Fig.8Hydrophobicityprofilesofdeduced
aminoacidsequenceofclasslchitinsynthases
HydrophobicityanalyzedbyTMpred
(http//www.chembnetorgsoftware/TMPRED_formhtml)
Highlyconservedregionsofchitinsynthases,conlandcon2
aremarkedbyboldlinesScalesofAminoacidandrunning
averageareadjustedwithsamewidth
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Fig.9ChitinsynthaseactivityofChsC
ChsCwasoverexpressedmS.cereviscaeA451byGALL
promoterontheplasmidpYES2andmAoryzaebyglaA
prpmpterontheplasmidpNGA142.Enzymswere
activatedwithO5%(w/w)trypsm.Metalsaltwasadded
toaconcentrationof5mMMgC12andsubstrate
concentrationofimMUDP一[3H]GlcNAc.Openbarsand
graybarsindicateusinguntrypsmased-andtrypsmased-
membraneprotein,respectively
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Fig.10Alignmentofdeducedaminoacidsequence
ofclass--Ichitinsynthases
AlignmentofN-terminalregionsofclassIIIenzymesshows
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Fig.11Hydrophohicityprofilesofdeduced
aminoacidse叩enceofclassIHchitinsynthases
HydrophobicityanalyzedbyTMpred
(http://www.ch.embnet.org.software/TMPRED_form.html).
chsAwasisolatedfromRIB40strainbyourinvestigationand
chsBwasclonedfromIFO4177strainatotherlaboratory.
Highlyconservedregionsofchitinsynthases,conlandcon2
aremarkedbybold]mes.ScalesofAminoacidandrunning
averageareadjustedwithsamewidth.
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Fig.12ChitinsynthaselocalizationpatternsusingGFP-fusedprotein
CellscarryingGFP-ChsAandGFP,whicharedetectedinthefluoresceinchannel,wereculturedfor3days
at30ｰContheslidglass.Theywereobservedbyconfocallaserscanningmicroscope.Panel(A),(B),(C)and
(D),(E),(F),(G)aredetectedwithverticalintervalsforIｵm,respectively.Tipsofthecellsweredetectedas
panel(H).CellsexpressedGFPonlywereindicateinpanel(1)ascontrol.Scalebar,]0ｵm.
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Fig.13Localizationpatternsofchitinsynthase-GFPfusionprotein
(continued)
BothpanelsindicatethecellsatedgeofcoverglassScalebar,10ｵm.
???
?
?
?
??
??
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
」?
〉
?
?
?
【?
?
?
」
?
?
??
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
」?
〉
?
?
?
??
?
?
」
??
20040060080010001200140016001800
200400 600
4000
800100012001400160018002000
3。・・ScC粒櫛 ,∴.讐r*
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
」?
〉
?
?
?
??
?
?
」
F
20040060080010001200
Fig.14Hydrophobicityprofilesofdeduced
aminoacidsequenceofchitinsynthases
HydrophobicityanalyzedbyTMpred
(http.//www.ch.embnetorg.software/TMPRED_formhtml
Highlyconservedregionsofchitinsynthases,conland
con2aremarkedbyboldlinesandastensks,respectively
Ao,A∫Pετ9∫伽5α ツzα8;An,んPε ㎎・〃 疏5η`伽 如 η∫,Sc,
Saccharomycescerevisaae.ScalesofAmmoacidand
runningaverageareadjustedwithsamewidth.
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Table3ComparisonofthededucedaminoacidsequenceofA.
otherc櫨insy漁ases
oryzaeChsZwith
%ldentiCyf
Geneproductｧ N-terminal
(1-650)
C-terminal
(720-1760)
FullIengCh Class
AoChsZ
PbrChs4
]00
62
100
7]
100
67
VI
vii
AnCsmA
AoChsY
<17
N.D.
?」
?
?
?
31
N.D.
?
?
"`Usinga390aminoacidfragmentofcDNA
.
§Abbrevlations=Ao,AΨεrg'伽.㌢oり,こα8;Pbr,Pαπ」co(て・'ゴ'o'`'6ぶわrα.緊〃'e'～ぎ'、y;An.AV)8rg'〃ε'∫η'4μ'α'1濯.
j'Valuesofidentity(%)werecalculatedbytheClustalWprogrambyusingthepartialaminoacicdseaquencesofthe
geneproducts(N-terminal:PbrChs41-650,AnCsmA1-800;C-terminal:PbrChs4710-1744,AnCsmA900-1852).
‡AlthoughPbrChs4(115aminoacids)wasreportedasclassVuslngitsconservedregion,weassignedPbrChs4as
classVIaccordingtotheresultofFigureI5.
「
classI
CaChs2
NcChs3AnChsC
AｩChsC'
AnCsmA
classV
iiii顯.鎌薩}
AfChsE
AnChsB
AfChsG
AoChsB
AfChsC
classIII
NcChs1
BgChs2
PgCsm1
遺●
PbrChs4
UmChs6
classVI
Fig.15Phylogenetictreesofrelatedness
betweenA.oryzaechitinsynthasesand
otherfungalenzymes
Bothtreeswareconstructedbytheneighbourjoining
methodintheClustalWprogramfromdeducedamino
acidsequences.ThetreesareshownthatA.oryzae
enzymesfallintofourclasses,respecyively,andclearly
indicateanovelsubclassasindependentcluster,classVl
representedbyChsZ.Theenzymesisolatedinthisstudy
aremarkedwithdottedboxes.Ao,Aspergillusoryzae;
An,Aspergillusnidulmas;Nc,Neccrosporacrassa;Ca,
Cαπ4泓 α α1腕cα'∬;Af,!固oεr8〃 配∫/}〃η'9α琵'∫;Pg,
Pyriculariagrisea;Bg,Bltuueriagraminis;Um,Ustilago
nsaydis;Pbr,Paracoccidioidesbrasiliensis.Output
formatisuprootedneighbour一_joiningtree.
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Fig.16Northernhybridization
ofchsZaidchsYtranscripts
fromA.oryzae
TotalRNAwasextractedfrommycelia
culturedinsolidculturefor27h(WB27),
liquidculturefor22h(YM22)andthehalf
ofmyceliaculturedinYPDliquidculture
for22hweretransferredtominimumbasal
mediumandfollowedbycultivationfor8h
(MM).EachlanecontainedO.8ｵgmRNA.
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論 文 審 査 結 果 要 旨
本研 究は糸状菌(Asρe㎎`」伽80型2αe,麹菌)の キチ ン合成酵素遺伝子 のクローニ ング と発現,さ ら
にキチ ン合成酵素の細胞 内での局在 と機能解析 を行 った ものである。
まず,麹 菌のESTデー タベース をもとに,3種 の遺伝子cん30,cんslA,cんsZの全cDNA塩基配列 を5'一
RACE法,invercePCR法などを用 いて決定 した。これまで報告 されている各種キチン合成酵素の推定 ア
ミノ酸配列 の比較か ら,cん8Cおよび読s且はそれぞれクラス1,ク ラス皿に分類 された。c加Zについては,
クラスVと 類似 していたが,全 塩基配列 を決定 し一次構造解析 の結果,ど の クラスにも属 さない新規な
遺伝子 であることがわか った。 また,上 記3種 の遺伝子 に加えて新たに画8yを取得 し部分塩基配列を決
定 した結果,cん8yがクラスVに 属す る遺伝子であ ることが わか った。
現在 まで に報告のあ る糸状菌のキチ ン合成酵素は,推 定ア ミノ酸 配列か ら,ク ラス1か らVの どれか
に分類 されている。従 って本研究で発見 された醜sZ遺伝子 は,新 規 な遺伝子 として,糸 状菌キチ ン合成
酵 素遺伝子の分類 にあ らたに新 規なクラス,VIを提唱す る事 になる。
クラスVと クラスVIは,ともにN末 端側 に ミオシ ンのモーター様 ドメインを有する点で,他 のキチ ン
合成酵素 とことなっているが,VとVIの ホモロジーは30%以下であることか ら,そ れぞれの機i能の違い
が推定 された。そ こで,ク ラスVのcん8yとクラスVIのcんsZの保存領域 をプローブとしてノーザ ンプロッ
トを行 った結果,液 体培養 において,c船Zは読8yrに比べて,発 現量 において大 きな差がみ られた。麹菌
においては,液 体培養 での菌糸の成長 にcん8zが大 き く関わってい ることが示 された。
一方
,cんSAはクラス皿に分類 され,酵 母では見 られず クラスVと ともに糸状菌に特有 なキチ ン合成酵
素であ る。本酵素の局在性 を調べる 目的で,0んSIA-G:FP融合 タンパ クを作成 し,細 胞内での局在性 を共
焦点 レーザー顕微鏡で観察 した結果,融 合タンパ ク質のオルガネラへの局在性が明瞭に示された。さらに,
このオルガネラは膜 に融合 してお り,酵 母で示 されたキチ ン合成酵素輸 送の オルガネラであるキ トソー
ムの存在 が,糸 状菌 において も示 された最初の例であ る。 また,こ の オルガネラが菌糸の分岐部分に多
く観察 された ことか ら,Cん&4は細胞 間の隔壁形成 に関与する酵素 と考え られた。
以上,本 研究 は麹菌24εp砺g班πsoηgαθか ら始めて3種 のキチ ン合成酵素遺伝子 のクローニ ングに成
功 し,加 えて1種 のcDNA部命配列 を決定 した こと,そ の中で,cん8Zが現在 まで知 られてい ない全 く新
規 な構造 を持つ ことか ら,キ チ ン合成酵 素 に新規な クラスVIを提唱 した ことは,糸 状菌 のキチ ン合成酵
素研 究において重要 な貢献 を した もの と評価 され,審 査員一同,候 補者 は博士 儂 学)の 学位 を授与 さ
れ るに充分 の資格 を有す る と認定 した。
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